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摘要 : 从 广西 产 眼镜 王 蛇 (Ophiophagus hannah) 毒 腺 中 抽 提 总 RNA， 经 mRNA 纯化 后 构建 眼镜 王 蛇毒 腺 
cDNA 文库 。 从 所 构建 的 cDNA 文库 中 ， 随 机 筛选 200 个 克隆 测序 ， 得 到 两 个 在 进化 上 高 度 保守 的 基因 ; 泛 素 融 
合 蛋白 基因 (GenBank 登录 号 为 AF297036) 和 核糖 体 蛋 白 L30 基因 (GenBank 登录 号 是 AF297033)。 前 者 cDNA 
的 开放 阅读 框 为 387 bp， 后 者 为 348 bp。 前 者 编码 128 个 氨基 酸 残 基 组 成 的 泛 索 融合 蛋白 前 体 ， 后 者 编码 115 
个 氨基 酸 残 基 组 成 的 核糖 体 蛋 白 L30 前 体 。 由 cDNA 序列 推导 出 的 氨基 酸 序列 分 析 表 明 ， 泛 素 融 合 蛋白 前 体 包 
dá N -末端 的 泛 素 结构 域 (76 个 氨基 酸 残 基 ) 和 C - 末端 的 核糖 体 蛋 白 L40 结构 域 (52 个 氨基 酸 残 基 )。 该 蛋 
白 为 一 高 碱 性 蛋白 ，C 末端 含有 一 个 “ 锌 指 ” 模 式 结构 。 与 16 个 物种 比较 的 结果 表明 ， 了 眼镜 王 蛇 与 峭 椎 动物 的 
泛 素 融合 蛋白 氨基 酸 序列 相似 度 较 高 ， 具 有 高 度 的 保守 性 。 
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Molecular Cloning and Comparison of Ubiquitin Fusion Protein 
and Ribosomal Protein L30 from Ophiophagus hannah 
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Abstract: Total RNA was extracted from the venom gland of snake Ophiophagus hannah . A king cobra venom gland 
cDNA library was then constructed using purified mRNA from the total RNA. By random sequencing of 200 independent 
clones, two conserved cDNA sequences of house-keeping genes were obtained. One is ubiquitin fusion protein (GenBank 
accession number AF297036) ; the other is ribosomal protein L30 (GenBank accession number AF297033). The former 
has an open reading frame of 387 bp, encoding a 128 amino acid ubiquitin fusion protein precursor composed of a 76 
amino acid ubiquitin domain and followed by a 52 amino acid ribosomal protein L40 domain. The deduced precursor pro- 
tein from the nucleotide sequence is basic. The C-terminus of the ubiquitin fusion protein contains the zinc-finger motif. 
The latter has an open reading frame of 348 bp, encoding for 115 amino acid ribosomal protein L30 precursor. The pre- 
dicted amino acid sequence of ubiquitin fusion protein is highly conserved when compared to the sequences of homologous 
proteins from sixteen diverse species. 


Key words: Ophiophagus hannah ; Ubiquitin fusion protein; Carboxyl-extension protein; Ribosomal protein 


泛 素 (ubiquitin) 是 一 种 广泛 存在 于 真 核 细胞 三 维 构象 也 基本 相似 ，N - 端 为 较 紧 密 的 球状 结构 
中 的 小 分 子 蛋白 ， 由 76 个 氨基 酸 残 基 组 成 ,分子 ” 域 , 而 C - 末端 则 是 松散 的 伸展 结构 (Baker & 
T 8.6 kD。 从 不 同 种 、 属 真 核 生 物 得 到 的 泛 素 的 。 Board, 1991; Gil，2004)。 在 大 多 数 情 况 下 ， 泛 
一 级 结构 几乎 相同 ， 仅 有 1 ~ 5 个 氨基 酸 残 基 不 同 ; 素 以 单 体 或 与 其 他 蛋白 质 结 合 的 形式 存在 ， 是 泛 素 
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-蛋白 酶 体系 统 (Ubiquitin-proteasome system) 的 
重要 组 成 部 分 。 泛 素 与 靶 蛋 白 结合 ， 为 一 种 水 解 识 
别 信 和 号 降解 靶 蛋 白 。 泛 素 - 蛋白 酶 体系 统 不 仅 降解 
变性 的 、 异 常 的 或 半衰期 短 的 蛋白 质 ， 而 且 降 解 转 
录 因 子 、 植 物色 素 、 内 膜 蛋 白 和 细胞 周期 蛋白 等 天 
然 蛋 白质 ， 因 而 该 系统 在 细胞 信号 的 转 导 、 细 胞 周 
期 调控 、 细 胞 凋 亡 、 转 录 调 控 和 免疫 应 答 等 过 程 中 
起 着 重要 作用 (Hershko & Ciechanover, 1998; Zhu et 
al,1999)。 最 近 的 研究 发 现 , 在 非 泛 素 - 和 蛋白酶 体 
系统 中 , 泛 素 在 DNA 的 修复 和 和 蛋白 激酶 的 激活 中 也 
扮演 着 重要 的 信和 号 角色 (Sun & Chen ,2004)。 

泛 素 基因 家 族 主要 编码 两 种 泛 素 前 体 蛋 白质 
(Hershko et al, 2000). —$8 JE RIZ XS, Hu 
76 个 氨基 酸 残 基 的 泛 素 单 体 首 尾 相连 而 形成 。 其 
重复 单元 数量 在 不 同 种 物种 中 是 可 变 的 。 另 一 种 是 
单 聚 泛 素 ， 即 在 单个 泛 素 分 子 C 末端 连接 一 个 C - 
末端 延伸 蛋白 《CEP)。 根 据 C -末端 延伸 蛋白 编码 
的 序列 和 长 度 ， 又 分 为 两 种 类 型 : UbAss 和 UbAao。 
UbAs 的 52 氨基 酸 尾巴 由 52 个 氨基 酸 残 基 组 成 ， 
是 核糖 体 608 亚 基 的 组 成 成 分 ， 与 核糖 体 蛋白 LAO 
有 很 高 的 同 源 性 。UbAaso 的 80 氨基 酸 尾巴 则 是 核糖 
体 40S 亚 基 的 组 成 成 分 ， 与 核糖 体 S27A 蛋白 有 很 
高 的 同 源 性 。UbAy 和 UbAas 泛 素 融 合 蛋白 与 一 些 核 
酸 连接 蛋白 类 似 ， 都 富 含 大 量 碱 性 氨基 酸 (2g 
30% 的 赖 氨 酸 和 精 氨 酸 )， 还 有 一 个 推断 的 核定 位 
信号 和 半 胱 氨 酸 富 集 区 域 (Baker & Board，1991)。 

在 酿酒 酵母 (Saccharomyce cerevisiae ) 细胞 中 , 
核糖 体 蛋白 L30 不 仅 是 核糖 体 不 可 缺少 的 组 成 成 
分 ， 而 且 能 与 自身 基因 转录 产物 的 特定 位 置 相连 
接 ， 从 而 抑制 其 转录 产物 剪接 为 成 熟 的 mRNA 以 及 
进一步 的 翻译 。 这 对 在 核糖 体 装配 时 阻止 过 量 核糖 
体 和 蛋白 L30 的 累积 ， 起 到 了 反馈 调节 作用 。 这 个 结 
构 在 进化 上 是 保守 的 ， 对 细胞 生理 功能 是 重要 的 
(Vilardell et al，20000) 。 

有 息 行 类 是 真正 的 陆 栖 准 椎 动物 ， 在 贿 椎 动物 进 
化 中 具有 承上启下 的 重要 意义 。 迄 今 为 止 ， 泛 素 融 
合 蛋 白 和 核糖 体 蛋 白 的 cDNA 序列 在 息 行 类 动物 中 
未 见报 道 。 我 们 从 中 国产 眼镜 王 蛇 ( Ophiophagus 
hannah) 毒 腺 cDNA 文库 克隆 到 泛 素 融合 蛋白 基因 
和 核糖 体 蛋白 L30 基因 ， 以 期 为 泛 素 家 族 和 核糖 体 
家 族 提供 新 的 序列 信息 ， 了 解 泛 素 蛋 白 和 核糖 体 蛋 
白 的 结构 、 功 能 以 及 与 其 他 物种 的 类 似 分 子 之 间 的 
相互 关系 。 


1 材料 和 方法 
1.1 材 料 

眼镜 王 蛇 (Ophiophagus hannah) 采 自 广西 。 
总 RNA 提取 试剂 盒 购 自 Life Technologies。PolyA- 
Tract mRNA 分 离 试 剂 盒 购 自 Promaga 公司 。cDNA 
文库 构建 试剂 盒 为 GIBCO/BRL 公司 的 产品 (Su- 
perScript Plasmid System ) 。 其 他 试剂 均 为 进口 或 
国产 分 析 纯 试剂 ， 符 合 实验 要 求 。 
1.2 cDNA 文库 的 构建 
1.2.1 总 RNA 提取 和 mRNA 的 纯化 ” 切 下 蛇 头 ， 
立即 放 入 液 氮 中 待 用 。 取 出 液 氮 中 保存 的 蛇 涉 ， 小 
心 剥离 毒 腺 并 置 于 研 钵 内 ， 液 氮 中 研磨 至 粉末 状 。 
然后 按照 试剂 盒 说 明 提 取 总 RNA， 用 紫外 分 光 光 
度 计 于 260 nm 及 280 nm 处 测定 以 确定 RNA 的 纯 
度 (0Dz60/z80 > 1.8) 和 得 率 (10Dz6o = 40 ug/mL 
RNA)。 

纯化 得 到 眼镜 王 蛇毒 腺 总 RNA 后 ， 按 照 试 剂 
盒 说 明 通过 Oligo (dT) 纤维 素 柱 ， 纯 化 得 到 mR- 
NA。 用 紫外 分 光 光 度 计 测定 mRNA 的 纯度 和 得 率 。 
1.2.2 cDNA 第 一 链 和 第 二 链 的 合成 ”cDNA 文库 
构建 方法 主要 参照 文库 构建 试剂 盒 说 明 书 进行 。 

Poly (A*) mRNA RIBEERTEUK CBEAEPE, SETA 
T DEPC 水 里 后 ， 按 照 操 作 指南 加 入 Not I 引物 及 
其 他 反应 试剂 和 SuperScript 开 反 转录 酶 进行 道 转录 
反应 。 第 一 链 反 应 完成 后 ， 在 第 一 链 合成 试管 中 加 
A: DEPC 水 ，5X 第 二 链 合 成 缓冲 液 ，dNTP 混合 
物 ， 大 肠 杆菌 DNA 连接 酶 ， 大 肠 杆菌 DNA 多 聚 酶 
I ， 大 肠 杆菌 RNA 酶 ， 混 匀 后 于 16 所 保 温 2 h; 
最 后 加 入 T4 DNA 多 聚 酶 继续 保温 5 min， 抽 提 
DNA 并 用 乙醇 沉淀 。 
1.2.3 载体 连接 及 连接 产物 的 转化 ”对 于 上 述 合 
成 的 cDNA， 选 择 大 于 300 bp 的 双 链 cDNA 组 分 ， 
5' 端 接 上 Sal 工 接头 ; 用 Not -Sal 荆 双 酶 解 后 ， 得 
到 5’ 端 为 Sal ，3' 端 为 Not 工 的 双 链 cDNA ; 将 双 
酶 解 产 物 克 隆 至 经 Not [ -Sal I 双 酶 解 的 pSPORT 1 
载体 上 。 再 把 含有 外 源 DNA 的 载体 转化 到 Es- 
cherichia coli HB101 感受 态 细胞 中 ， 得 到 所 构建 的 
眼镜 王 蛇毒 腺 cDNA 文库 (He et al, 2004). 
1.3 cDNA 文库 的 筛选 及 其 序列 测定 和 比较 

从 LB/ 氮 浴 青 霉 素 培养 板 中 随机 挑选 200 个 独 
立 的 克隆 ， 用 DNA 自动 测序 仪 (Applied Biosys- 
tems, Model 377) 测序 。 所 获得 序列 用 Clustal W 
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序列 软件 包 进 行 序列 分 析 。 把 这 两 个 序列 于 NCBI 
的 非 宛 余 序 列 数据 库 (nr). 中 ， 以 Blast 程序 进行 
核 若 酸 序列 及 其 所 编码 氨基 酸 序列 的 同 源 性 比较 。 
1.4 系统 进化 树 的 构建 

使 用 Blast 在 GenBank 中 搜寻 筛选 序列 。 然 后 
用 Mega 2.1 软件 (Kumar et al，2001) 进行 系统 发 
育 分 析 。 选 取 16 个 物种 编码 泛 素 融合 蛋白 前 体 的 
cDNA 序列 ，8 个 物种 编码 核糖 体 蛋白 L30 前 体 的 
cDNA 序列 与 眼镜 王 蛇 对 应 的 cDNA 序列 分 别 进行 
比 对 。 用 邻接 (neighbor-joining method, NJ) 法 构 
建 系统 进化 树 ， 自 展 检 验 (bootstrap test) 估计 NJ 
法 所 构 系统 树 的 可 靠 性 ， 重 复 次 数 为 2 000。 


2 结果 与 分 析 


2.1 cDNA 序列 和 推导 出 的 氨基 酸 序列 

在 对 200 个 随机 克隆 的 测序 中 ， 我 们 得 到 了 多 
条 完整 cDNA 序列 。Blast 分 析 表 明 ， 其 中 的 两 条 与 
其 他 物种 来 源 的 类 似 分 子 有 很 高 的 同 源 性 。 一 条 是 
Ophiophagus hannah 泛 素 融合 蛋白 Cubiquitin fusion 
protein) mRNA (GenBank 登录 号 : AF297036), 5 


一 条 是 Ophiophagus hannah 核糖 体 蛋白 L30 (ribo- 
somal protein. L30) mRNA (GenBank 登录 号 : 
AF297033) 。 

Ophiophagus hannah 泛 素 融合 蛋白 cDNA 序列 
由 553 个 碱 基 组 成 : 5' - 端 非 编 码 区 有 11 个 碱 基 ; 
3' - 端 非 编 码 区 有 155 个 碱 基 ， 包含 一 个 由 21 个 
碱 基 组 成 的 Poly (A) 尾巴 和 一 个 加 尾 识 别 信号 
(AATAAA); 编码 区 (12 一 398 bp) 编码 128 个 氮 
基 酸 残 基 组 成 的 泛 素 融合 蛋白 前 体 。 该 前 体 包 含 N 
-末端 的 泛 素 结构 域 (76 个 氨基 酸 残 基 ) 和 C -未 
端的 核糖 体 蛋 白 L40 结构 域 (52 个 氨基 酸 残 基 ) 
(图 1)。 分析 表明 : 由 该 核 苷 酸 序列 推导 出 来 的 前 
体 蛋 白质 分 子 量 是 14.727 kD， 等 电 点 是 9.85， 前 
体 蛋 白质 含有 27 个 碱 性 氨基 酸 残 基 ， 其 中 泛 素 结 
构 域 有 11 个 ， 核 糖 体 蛋白 L40 结构 域 有 16 个。 

编码 Ophiophagus hannah 核糖 体 蛋 白 L30 的 
cDNA 序列 由 458 个 碱 基 组 成 : 5' - 端 非 编码 区 有 
46 个 碱 基 ; 3' - 端 非 编码 区 有 64 个 碱 基 ， 包 含 一 
个 由 17 个 碱 基 组 成 的 Poly (A). 尾巴 和 一 个 加 尾 识 
别 信 号 (AATAAA); 编 码 区 (47 一 394 bp ) 编 码 115 个 
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Fig. 1 


MQI FV Kk TL TG kT I TLE 
cagctgccgcaATGCAGATTTTTGTGAAAACGCTCACCGGCAAAACCATCACCCTTGAG 


V E PS DT I E N V K AK IQ DK E G I 
GTGGAGCCAAGTGACACAATTGAAAATGTGAAGGCAAAAATTCAGGACAAGGAAGGTATT 


PPDQQRLIFAGKGQLEDGRTL 
CCTCCTGATCAGCAGCGTTTGATCTTTGCGGGAAAGCAGCTGGAAGATGGACGCACACTC 

SDYNIQKESTLHLVLRLROGG?* 
TCAGACTACAATATCCAGAAAGAGTCCACCCTTCACTTGGTTCTGCGTCTTCGTGGAGGA 


I IEPSLRQLAGQKY NCDKMIC 
ATCATTGAGCCTTCGCTCCGCCAGCTGGCCCAGAAGTATAACTGCGACAAGATGATCTGC 


RK CY ARLHPRAVNCRKKKCG 
CGCAAATGCTATGCCCGCCTGCATCCCCGTGCTGTGAATTGTCGTAAGAAGAAATGTGGC 


H T N NL R PK KK VK * 
CACACCAACAACCTGCGCCCAAAGAAGAAGGTCAAGTAAagaacatggcaggaactgccc 
catcccttctactactaccaggctgtggattcctcaggcaacgagattcatcttccatcc 
tcttgcgggaggccatttttccttgccagttggaataaaacattcagtgcaccaaaaaaa 
aaaaaaaaaaaaaa 


图 1 腿 镜 王 蛇 泛 素 融 合 蛋白 的 核 苷 酸 序列 和 推导 出 的 氨基 酸 序列 


Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of ubiquitin fusion protein from Ophiophagus hannah 


核 苷 酸 序列 方向 为 正 向 (A 5' 3552] 3 - 28), ECHEBAUT 1 EZ) ONERE ÉS OREBRUT 91. BL 76 个 氨基 酸 残 基 组 成 泛 素 结构 域 ， 后 


52 个 氨基 酸 残 基 组 成 核糖 体 蛋 白 L40 结构 域 。@: 为 泛 素 结构 域 与 核糖 体 蛋白 L40 结构 域 的 连接 部 分 。 * : 为 终止 密码 子 。 


Nucleotide residues of coding region are numbered in the 5' to 3' direction, and the predicted amino acid sequence is shown up. The N-ter- 
minal (first 76 amino acids) contains the ubiquitin domain. The C-terminal (52 amino acids) is ribosorna! protein L40 domain. €: The 
junction between ubiquitin and the ribosomal protein LAO. * : Stop codon. 
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M VA AK 
1 tggaggcgctcctttggcaacggcagggccgacgtgagccggcaagATGGTGGCCGCCAAG 
K T Kk K SL ES I N S RL QL V MK S 6 
62 | AAGACGAAAAAGTCTTTAGAGTCCATAAACTCTAGGCTTCAGCTGGTTATGAAAAGTGGT 
K Y VL GY KQTLEKMI RQGKAKL 
122  AAATATGTTCTTGGATATAAACAAACTCTGAAAATGATTCGGCAGGGCAAAGCCAAGTTG 
V IL AN N CP AL RK SE I E Y Y A M 
182 GTTATCCTAGCCAATAACTGTCCTGCTTTGAGAAAATCAGAAATTGAGTACTATGCTATG 
L AK T GV HH Y SG NN IE LOG TAC 
242  TTGGCCAAAACTGGTGTGCATCACTACAGTGGCAATAATATTGAACTGGGAACAGCTTGT 
G K Y Y R VC TL A I I DD PG DS DII 
302 | GGGAAGTACTACAGAGTATGTACACTTGCTATAAT AGACCCAGGTGACTCTGATATCATT 
RS MP EQ TS EK x 
362. AGAAGCATGCCAGAACAAACCAGTGAGAAGTAAaattaataaactttaaattttgtgtaa 
422  taaaactggctttaaatctgaaaaaaaaaaaaaaaaa 
图 2 ”眼镜 王 蛇 核 糖 体 蛋白 L30 的 核 苷 酸 序 列 和 推导 出 的 氨基 酸 序列 
Fig. 2 Nucleotide sequence and deduced amino acid sequence of ribosomal protein L30 from Ophiophagus hannah 


核 苷 酸 序列 方向 为 正 向 〈 由 5 - 端 到 3' - 38), PEEEBRUE PU EIAS SOERIT SU, x : 终止 密码 子 。 


Nucleotide residues of coding region are numbered in the 5' to 3' direction, and the predicted amino acid sequence is shown up. * : 


Stop codon. 
氨基 酸 残 基 组 成 的 核糖 体 蛋白 前 体 (图 2)。 该 蛋白 。 都 具有 很 高 的 保守 性 。 
质 为 核糖 体 蛋 白 L30。 分 析 表 明 : 由 该 核 苷 酸 序列 3 讨论 


推导 出 来 的 前 体 蛋白 质 分 子 量 是 12.813 kD， 等 电 
点 是 9.65， 有 19 个 碱 性 氨基 酸 残 基 。 
2.2 序列 比较 

眼镜 王 蛇 泛 素 融合 蛋白 氨基 酸 序列 与 16 个 不 
同 物 种 的 比较 见 图 3。 结 果 表 明 ,眼镜 王 蛇 与 脊椎 动 
物 的 泛 素 融合 蛋白 氨基 酸 序列 相似 度 较 高 :与 人 
C H . sapiens ) , 3E 9 ( P . pygmaeus ) | 9 E. ( O . aries )、 
/]NZCBRLCM . musculus ) 的 序列 一 致 性 达到 了 10096; 
与 两 栖 类 非洲 扑 蜂 (XX, laevis) . AEWH EE CX. tropicalis ) 
一 致 性 也 是 10096 ; 55 85235 ( C . gallus ) 的 稍微 有 点 
差异 ,为 98% ;与 鱼 类 虹 鲜 (0O . mykiss ) 是 99% ,斑点 
XC FÉ Bk] ( I. punctatus ) 和 文昌 鱼 (B. belcheri ) 的 均 为 
97% 。 而 与 其 他 较 低 等 真 核 生 物 的 相似 度 较 低 : 如 ， 
ili fL SUELE CA .millepora ) 氨基 酸 序列 一 致 性 为 
95% , 55338 ( B . glabrata ) 为 93% ,线虫 (C . elegans ) 
9296, 54 "E RE Bj ( S.pombe ) 9096, TÉ JE Pj PN 
(M . grisea )89 6 , BEEX A: 9 2X, t, ( W . bancrofti ) 8896 。 

对 17 条 编码 泛 素 融合 蛋白 前 体 的 cDNA 序列 
(图 4) 和 9 条 编码 核糖 体 蛋白 L30 前 体 的 cDNA 序 
列 (图 5) 分别 构建 系统 进化 树 ， 结 果 同 样 表明 ， 
泛 素 融合 蛋白 和 核糖 体 蛋白 L30 在 不 同 的 物种 之 间 


从 眼镜 王 蛇 泛 素 融合 蛋白 的 cDNA 序列 推导 出 
的 氨基 酸 序列 可 以 看 出 : 76 个 氨基 酸 残 基 中 有 24 
个 为 玻 水 性 的 ， 是 形成 稳定 疏水 核 的 基础 。 在 其 6、 
11、27、29、33、48 和 63 位 上 均 为 赖 氨 酸 残 基 。 
在 泛 素 C - 末端 连接 的 52 个 氨基 酸 残 基 中 ， 碱 性 
氨基 酸 ， 即 赖 氨 酸 和 精 氨 酸 残 基 (K、R) 竟 有 16 
个 ， 占 氨基 酸 残 基 总 数 的 30.8% 。 其 组 成 和 真 核 生 
物 的 组 蛋白 类 似 ， 高 碱 性 氨基 酸 的 组 成 有 可 能 与 其 
结合 核 内 的 特定 区 域 相关 。 该 蛋白 质 中 C 末端 的 4 
个 半 胱 氨 酸 的 位 置 为 Cys-X2-Cys-Xio-Cys-Xa-Cys， 
与 “ 锌 指 ” 模 式 结构 Cys-X2.4-Cys-X215-Cys-X2.4-Cys 
相同 。 高 碱 性 氨基 酸 残 基 和 “ 锌 指 ” 模 式 表 明 ， 这 
些 区 域 是 功能 同 源 性 所 必需 的 。 这 两 个 模块 在 与 核 
酸 (如 rRNA) 的 连接 中 起 作用 ， 参 与 核糖 体 的 生 
物 合成 (Finley et al，1989)。 羧 基 末 端 延 伸 蛋 白 从 
第 47 到 52 位 的 氨基 酸 序列 — Pro-Lys-Lys-Lys-Val- 
Lys - 和 病毒 SV40 的 T 抗原 的 核定 位 信号 - Pro- 
Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val - 非常 类 似 ， 可 能 是 该 蛋白 
的 核定 位 序列 ， 该 序列 在 泛 素 融合 蛋白 与 核 内 组 蛋 
白 的 特异 性 结合 中 起 着 非常 重要 的 作用 (Lund et al, 
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AF297036 (0 hannah) 
BC072791 (X. laevis) 


MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAK IQDKEGIPPDQQRL I FAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLV 
MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPDQQRL I FAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLV 


BC077658 (X. troprcal1s) MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAK IQDKEGIPPDQQRL IFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLV 


NM. 003333 (4. sapiens) 
CR857299 (P pygmaeus) 
AY563026 (0 aries) 
BC087922 (M. musculus) 
AB036060 (Q mykiss) 

NM 205075 (C. gallus) 
AF401597 (7. punctatus) 
AF395864 (8 belcheri) 
U44945 
AF253517 (A. glabrata) 
NM 067294 (C. elegans) 
NC. 003424 (S$. pombe) 
AF056623 (M grisea) 
AF285859 (X. bancroft1) 


AF297036 (0 hannah) 
BC072791 (X. /aevis) 


MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLV 
MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDT IENVKAKIQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLV 
MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAK I QDKEG IPPDQQRL IFAGKQLEDGRTLSDYN IQKESTLHLV 
MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAK IQDKEG IPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLV 
MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAK IQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLV 
MQIFVKTLTGKTITLEVEPNDTIENVKAKIQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLADYNIQKESTLHLV 
MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDT IENVKVK IQDKEGIPPDQQRL I FAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLV 
MQIFVKTLTGKT ITLEVEPSDT IENVKAK IQDKEGI PPDQQRL I FAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLV 


(4. mi 1H lepora ) MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDS IENVKTK IQDKEG IPPDQQRL I FAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLV 


MQIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAK IQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLV 
MQIFVKTLTGKTITLEVEASDTIENVKAK IQDKEGIPPDQQRL I FAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLV 
MQIFVKTLTGKTITLEVESSDTIDNVKSK IQDKEG IPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLV 
MQIFVKTLTGKTITLEVESSDTIDNVKSKIQDKEGIPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLV 
MQIFVNTLTGKTITLEVESSDTIENVKAK IQGQRS IPPDQQRLIFAGKQLEDGRTLSDYN IQKESTLHLV 
j31t49H0tF. JC€H[|OH/HC(HOBHOHC 3 3 0t 9€ 3t3HCO3H)O[)(HDÓPOOXYCHDP)HPO[PHUPH|HHE JO[HIOG!PHUI/!H[PHIHAPBPHHBÓEF 
Identity (X) 
LRLRGGI IEPSLRQLAQKYNCDKM I CRKCYARLHPRAVNCRKKKCGHTNNLRPKKKVK- 100 
LRLRGG I IEPSLRQLAQKYNCDKMICRKCYARLHPRAVNCRKKKCGHTNNLRPKKKVK- 100 


BC077658 (X. tropicalis)LRLRGGIIEPSLRQLAQKYNCDKMICRKCYARLHPRAVNCRKKKCGHTNNLRPKKKVK- — 100 


NM. 003333 (4. sapiens) 
CR857299 (P pygmaeus) 
AY563026 (Q aries) 
BC087922 (M musculus) 
AB036060 (0 mykiss) 
NM 205075(6 gallus) 
AF401597 (/.punctatus) 
AF395864 (8 belcher!) 
U44945 
AF253517 (BA glabrata) 
NM 067294(C. elegans) 
NC 003424 (S. pombe) 
AF056623 (M grisea) 
AF285859 (X bancroft1) 


图 3 


(A. millepora )LRLRGGYIEPSLRLLAQKYNCDKMICRKCYARLHPRAVNCRKKKCGHSNNLRPKKKLKG 


LRLRGGIIEPSLRQLAQKYNCDKMICRKCYARLHPRAVNCRKKKCGHTNNLRPKKKVK- — 100 
LRLRGGIIEPSLRQLAQKYNCDKMICRKCYARLHPRAVNCRKKKCGHTNNLRPKKKVK- — 100 
LRLRGGIIEPSLRQLAQKYNCDKMICRKCYARLHPRAVNCRKKKCGHTNNLRPKKKVK- — 100 
LRLRGGIIEPSLRQLAQKYNCDKMICRKCYARLHPRAVNCRKKKCGHTNNLRPKKKVK- — 100 
LRLRGGI IEPSLRQLAQK YNCDKMICRKCYARLHPRAVNCRKKKCGHTNNLRPKKKLK — 99 
LRLRGGI IEPSLRQLAQKYNCDKMICRKCYARLHPRAVNCRKKKCGHTNNLRPKKKVK - 98 
LRLRGGI IEPSLRQLAQK YNCEKMICRKCYARLHPRAVNCRKKKCGHTNNLRPKKKLK — 97 
LRLRGGI IEPSLRMLAQKYNCDKMICRKCYARLHPRATNCRKKKCGHTNNLRPKKKLK- 97 
95 
LRLRGGIIEPSLRILASKFNCDKM ICRKCYARLHPRATNCRKRKCGHTSNIRPKKKLK- 93 
LRLRGGI IEPSLRQLAQKYNCDKQICRKCYARLPPRASNCRKKKCGHSSELRIKKKLK- 92 
LRLRGGIIEPSLKALASKYNCEKQI CRKCYARLPPRATNCRKKKCGHTNQLRPKKKLK- 90 
LRLRGG I EEPSLKALASKFNCDKQI CRKCYARLPPRATNCRKRKCGHTNQLRPKKKLK- 89 
LRLRGG I TEPSLRQLAQKYNCEKK I CRKCYARLPPRATNCRKKKCGHSNDLRIKKKPK- 88 


3HCHOÀHOC JO)ÀHOO)C— XXC€ 39H 其 其 和 33H 3C Á 0. 3HOÀ)O[E 





* 9t 并 


眼镜 王 蛇 与 其 他 物种 的 泛 素 融合 蛋白 氨基 酸 序列 比较 


Fig. 3 Alignment of the deduced amino acid sequence of king cobra ubiquitin fusion protein with 


those of other ubiquitin fusion proteins 


* ; 所 有 序列 中 相同 的 残 基 ; 物种 名 前 为 GenBank 登录 号 。 


The asterisk shows identical residues in all sequences. GenBank accession numbers is in front of the species. 


1985)。 眼 镜 王 蛇 泛 素 融合 蛋白 所 具有 的 高 碱 性 氨 
基 酸 残 基 、“ 锌 指 ” 模 式 和 核定 位 信号 这 些 结构 特征 
与 人 泛 素 融合 蛋白 完全 一 致 (Baker & Board, 1991)。 
泛 素 与 核糖 体 蛋 白 L40 或 S27A 的 N 未 端 融合 明显 
提高 了 这 些 核糖 体 蛋 白 与 核糖 体 结合 的 效率 。 

与 其 他 物种 的 泛 素 融合 蛋白 氨基 酸 序 列 相 比 ， 
有 眼镜 王 蛇 与 高 等 脊椎 动物 的 相似 度 较 高 ， 与 较 低 等 
真 核 生物 的 相似 度 稍微 低 一 些 。 与 完全 一 致 的 其 他 
物种 泛 素 融合 蛋白 相 比 ， 存 在 编码 基因 之 间 的 同 义 
突变 。 所 以 高 等 脊椎 动物 同型 的 泛 素 融 合 蛋 白 氨 基 


酸 残 基 序列 基本 上 是 一 致 的 , 低 等 真 核 生物 闻 的 相 
差 也 不 大 。 由 此 可 看 出 ,在 泛 素 融合 蛋白 中 的 两 个 
结构 域 (N - 末端 泛 素 结构 域 和 C - 末端 52 个 氨基 
酸 核 糖 体 蛋白 LAO 结构 域 ) 都 高 度 保守 。 因 而 推测 ， 
该 蛋白 在 眼镜 王 蛇 体内 所 发 挥 的 作用 与 其 他 生物 类 
似 。 


致谢 : 系统 进化 树 的 构建 得 到 中 国 科学 院 昆 明 
动物 研究 所 所 李 兰 博士 的 大 力 帮 助 ， 特 此 表示 感 
谢 ! 
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100 H. sapiens (NM_003333) 


82 P. pygmaeus (CR857299) 
44 O. aries (AY563026) 
M. musculus (BC087922) 


43 
57 G. gallus (NM, 205075) 


24 了 punctatus (AF401597) 
O. hannah (AF297036) 


49 19 X. laevis (BC072791) 


" 100 X. tropicalis (BC077658) 


O. mykiss (AB036060) 
1e B. belcheri (AF395864) 
A. millepora (U44945) 


50 B. glabrata (&F253517) 


M. grisea (AF056623) 
87 S. pombe (NC 067294) 
C. elegans (NM, 067294) 
68 W. bancrofti (AF285859) 


0.05 


图 4 用 邻接 (ND 法 构建 的 17 个 物种 泛 素 融合 蛋白 的 核 音 酸 序列 的 系统 进化 树 


Fig. 4  Phylogenetic tree of ubiquitin fusion protein nucleotide sequences from 17 species 


节 上 的 数字 来 自 NJ 法 的 和 白 展 值 (2 000 次 重复 )。Numbers at node are bootstrap values (2 000 replicates) . 


H. sapiens (BC032700) 











P. troglodytes (XM. 519874) 
M. musculus (BC086890) 

O. hannah (AF297033) 

G. gallus (NM 001007967) 

X. laevis (BC053758) 

X. tropicalis (BC077047) 

I. punctatus (AF401585) 


100 D. rerio (BC062278) 


0.02 


图 5 用 邻接 (NJ). 法 构建 的 9 个 物种 核糖 体 蛋白 L30 的 核 苷 酸 序列 的 系统 进化 树 


Fig. 5 Phylogenetic tree of ribosomal protein L30 nucleotide sequences from 9 species 


节 上 的 数字 来 自 于 NJ 法 的 自 展 值 (2 000 次 重复 ) 。Numbers at node are bootstrap values (2 000 replicates) . 
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科学 信息 开放 获取 战略 与 政策 国际 研讨 会 在 京 召 开 


开放 获取 (Open Access) 是 国际 科技 界 、 学 术 界 、 出 版 界 、 信 息 传播 界 为 推动 科研 成 果 利 用 因特网 自由 传播 而 发 起 的 
运动 ， 以 此 促进 科学 信息 的 广泛 传播 、 促 进 学 术 信息 的 交流 与 出 版 、 提 升 科 学 研究 的 公共 利用 程度 、 保 障 科学 信息 的 长 期 
保存 。 近 几 年 来 ， 以 德国 马 普 学 会 (Max Planck Society) 、 开 放 社 会 协会 (Open Society Institute). 等 为 代表 的 许多 科研 机 构 、 
行业 协会 、 社 会 组 织 积 极 推 动 科技 信息 开放 获取 运动 ，2002 年 发 布 了 《布达佩斯 开放 获取 计划 》(Budapest Open Access Ini- 
tiative), 2003 年 发 布 了 《关于 自然 科学 与 人 文科 学 资源 的 开放 获取 的 柏林 宣言 》(Berlin Declaration on Open Access to Knowl- 
edge in the Sciences and Humanities) , 2003 年 12 月 29 日 ， 中 国 科学 院 院 长 路 甬 祥 院士 代表 中 国 科 学 家 签署 了 《柏林 宣言 》。 
2004 年 5 月 ， 中 国 科 学 院 院 长 路 甬 祥 院士 、 中 国 国家 自然 科学 基金 委员 会 主任 陈 宜 瑜 院士 代表 中 国 科 学 院 和 中 国 国家 自然 
科学 基金 会 签署 了 《柏林 宣言 》， 表 明 中 国 科学 界 和 科研 资助 机 构 支持 开放 获取 的 原则 立场 。 

为 学 习 吸 取 世 界 各 国 开放 获取 的 经 验 ， 推 动 科技 信息 开放 获取 在 中 国 的 开展 ， 为 中 国政 府 部 门 和 相关 机 构 提 供 相 关 战 
略 和 政策 的 建议 ， 由 中 国 科学 院 和 IAP (国际 科学 院 组 织 ) 主办 的 “科学 信息 开放 获取 战略 与 政策 国际 研讨 会 ”于 2005 年 
6 月 22 一 24 日 在 北京 中 国 科学 院 文献 情报 中 心 隆重 召开 。 

会 议 由 国家 科技 图 书 文献 中 心 协办 ， 中 国 科 学 院 文献 情报 中 心 和 开放 社会 协会 (Open Society Institute , 简称 OSD. E 
书馆 电子 信息 联盟 (Electronic Information Federation for Libraries, ， 简 称 eIFL) 组 织 共同 承办 。 中 国 科 学 院 副 院 长 李 静 海 院士 
担任 会 议 组 委 会 主席 。 

研讨 会 邀请 来 自 美国 、 英 国 、 加 拿 大 、 荷 兰 、 德 国 、 法 国 、 瑞 典 、 芬 兰 、 印 度 等 多 个 国家 在 开放 获取 运动 的 20 多 位 著 
名 学 者 和 政策 制定 者 ， 全 面 介绍 所 在 国家 或 机 构 的 开放 获取 运动 的 发 展 。 来 自我 国 的 有 关 专 家 也 就 中 国 推动 科技 信息 开放 
获取 做 了 发 言 。 国 家 科技 图 书 文 献 中 心 主任 圳 海 波 、 文 化 部 社会 文化 图 书馆 司 副 司 长 刘 小 琴 ， 以 及 来 自 于 国家 自然 科学 基 
金 委 、 国 家 版 权 局 版 权 司 、 中 国 出 版 科学 研究 所 、 国 家 图 书馆 、 中 国 高 等 教育 文献 保障 系统 、 北 京 大 学 、 清 华 大 学 以 及 有 
关 期 刊 出 版 机 构 等 全 国 50 家 单位 的 近 80 位 代表 参加 了 此 次 会 议 。 

研讨 会 从 一 个 侧面 反映 了 国际 上 开放 获取 的 发 展现 状 和 趋势 。 一 些 国家 政府 和 科研 资助 机 构 在 积极 倡导 由 公共 投资 支 
持 的 科研 成 果 应 该 为 全 社会 所 免费 利用 和 共享 ， 并 通过 制订 政策 来 加 以 保障 。 一 些 机 构建 立 了 开放 获取 期 刊 或 将 传统 的 期 
刊 转变 为 开放 获取 期 刊 ， 有 很 多 机 构建 立 了 将 本 机 构 的 科研 成 果 加 以 保存 、 管 理 和 提供 利用 的 机 构 知 识 库 Cinstitutional 
repository) 。 

作为 在 中 国 第 一 次 召开 的 关于 科技 信息 开放 获取 的 国际 会 议 ， 本 次 会 议 向 国内 学 术 界 、 出 版 界 、 图 书馆 界 系 统 宣传 介 
绍 了 国际 开放 获取 运动 的 发 展 及 影响 ， 展 现 了 众多 国际 著名 的 开放 获取 出 版 机 构 和 高 质量 的 开放 获取 期 刊 ， 为 国内 学 术 界 
和 科研 机 构 提 供 了 学 习 各 国 在 制订 和 实施 开放 获取 战略 与 政策 方面 经 验 的 平台 ， 将 推动 我 国 的 科研 机 构 、 出 版 机 构 、 信 息 
传播 机 构 在 科技 信息 开放 获取 方面 的 发 展 ， 促 进 中 国 科研 成 果 在 更 广泛 范围 内 的 开放 交流 ， 促 进 我 国 科技 成 果 长 期 保存 和 
科技 遗产 保护 。 

本 次 会 议 的 详细 情况 以 及 会 议 期 间 的 各 个 报告 将 在 会 议 网 站 发 布 ， 请 见 : 


http: //libraries ,csdl ,ac, cn/meeting/openaccess .asp。 


(中 国 科学 院 文献 情报 中 心 ，100080) 


